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Composti antranilici ad attivita anti-CCK di formula generate (I) in cui: 




[CH2)n 



H 



(I) 



R3 

n e un numero intero compreso tra 0 e 7; Ri ^ scelto indipendentemente tra i gruppi: 



in cui Xi e scelto indipendentemente tra S, O, NR2 ed X2 e un gruppo scelto tra: H, C1-C4 
alchile, F, CI, CF3, OCH3. OC2H5, CN; R2 e scelto tra H oppure CH3: R3 e scelto tra H. CH3. F, 
CI, CF3, OCH3; R4 e scelto tra i gruppi: H, -S-(CH2)m-R5. -S02-(CH2)m-R5 (n diverse da 0), un 
gruppo alchilico ramificato, un cicloalchile, un cicloalchenile. il gruppo 1 o 2-adamantilico, un 
gruppo fenilico opzionalmente sostituito; R5 e scelto tra i gruppi: H/alchile lineare o ramificato, 
cicloalchile, il gruppo 1 o 2-adamantilico, un gruppo fenilico opzionalmente sostituito. 
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DESCRIZIONE 



La presents invenzione ha per oggetto nuovl derivati delPacldo antranilico che 
possono essere rappresentati dalla seguente formula generafe (I) ed in cui: 



X 



N-^^O H L2)n 




(I) 



n 6 un numero Intero compreso tra 0 e 7; 
Ri 6 scelto indipendentemente tra i gruppi: 





in cui Xi 6 scelto indipendentemente tra S. O. NR^ ed 6 un gruppo scelto 
indipendentemente tra: H. C,.C4 alchlle llneare o ramlficato. F. CI. CF3. OCH3 
OC2H5, CN; 

R2 6 scelto indipendentemente tra H oppure CH3; 

R3 6 scelto indipendentemente tra H. CH3. F, CI, CF3. OCH3: 

R4 6 scelto indipendentemente tra i gruppi: H, -S-(CH2)m-R5. -SOHCHa)m.R5 (n 

diverso da 0) in cui m ^ un numero intero compreso tra 0 e 2. un gruppo alchilioo 

ramrficato fomiato da 3 a 6 atomi di carbonic, un cicloalchile fomiato da 3 a 10 

atom, d, carbonic, un cicloalchenile formato da 4 a 6 atomi dl carbonio. il gruppo 1 

o 2-adamantilico. un gruppo fenilico semplice oppure mono o bi-sostltulto, in cui i 

sostituenti possono essere sceiti indipendentemente tra alogenl. un gruppo 



CO 

or 
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alchilico lineare formato da 1 a 3 atom! di carbonio, un gruppo alchilico ramificato 
formato da 3 a 6 atomi di carbonio, un gruppo alcossilico formato da 1 a 3 atom! di 
carbonio, -NO2, -CF3, -CN; 

Rs d scelto tra i gruppi: H, un gruppo alchilico lineare formato da 1 a 3 atomi di 
carbonio, un gruppo alchilico ramificato formato da 3 a 6 atomi di carbonio, un 
cicloalchile formato da 3 fino 10 atomi di carbonio, il gruppo 1 o 2-adamantilico, un 
gruppo fenilico semplice oppure mono o bi-sostituito, in cui i sostituenti possono 
essere sceiti indipendentemente tra alogeni, un gruppo alchilico lineare formato da 
1 a 3 atomi di carbonio, un gruppo alchilico ramificato formato da 3 a 6 atomi di 
carbonio, un gruppo alcossilico formato da 1 a 3 atomi di carbonio, -CPs, - 
CN. 

La stereochimica del centre chirale, evidenziato con un asterisco (*) neila formula 
(I) pud essere R (Rectus), racemica [R (Rectus), S (Sinister)] oppure S (Sinister). 

Preferibilmente n e tra 1 e 2; Ri e scelto preferibilmente tra 1 gruppi 2-indolile, 2- 
indolile sostituito indipendentemente con il gruppo fluoro in posizione 5 oppure con 
il gruppo metilico in posizione 1; R3 6 scelto preferibilmente tra i gruppi H, CH3, F, 
CI; R4 e scelto preferibilmente tra il gruppo fenilico semplice o monosostituito con i 
gruppi metile, metossi e CF3, mentre la stereochimica dei composti rivendicati sul 
centre chiralico asteriscato nella formula (I) e preferibilmente nella forma racemica 
(R, S) o R (Rectus). 

I composti della presente invenzione dimostrano essere potenti antagonist! per i 
recettori CCK-1 (CCK-A) della colecistochinina (CCK). Si pu6 pertanto ritenere 
che essi possano essere imptegati con vantaggio neila terapia di diverse patologie 
deiruomo legate a scompensi della CCK o di altri polipeptidi bioattivi ad essa 
correlati, sia a liveilo periferico, ossia nei sistema gastrointestinale, s(a a livello del 
sistema nen/oso centrale (CNS) o di altri organ! ed apparati nei quali tali peptidi 
bioattivi ricoprono un ruolo fisiologico o patologico, Cosi ad esempio si puo 
preconizzare un vantaggioso impiego di questi composti per il trattamento, a livello 
gastrointestinale. di patologie riguardanti la motilita di organi quali cisWellea, 
stomaco ed intestine. In particolare nei caso di coliche biliari da colecistolitiasi, nei 
reflusso gastro-esofageo (GERD) dovuto ad un anomalo funzionamento dello 
sfintere esofageo inferiore (LES) nonche nella sindrome del colon irritabile (IBS). 



Altre patologle dell'apparato digerente in cul I compo^^^P^^sf§\ essere 
impiegati con vantaggio. strettamente correlate alia S|lo^^^tfMa e a 
quella trofica che la CCK esplica attraverso i recettorl ^H^ga^ersaglio 
dell'apparato gastrointestinale. sono le pancreatiti acute e cS^ai^nch^ dfversi 
tumori In cui la CCK o altri peptidi bloattlvi correlati ad essa fungono da fettorl di 
crescita. Accanto alle patologle che interessario I'apparato gastrointestinale ci 
sono molteplici azioni che Interessano if CNS ed in cui il sistema CCK-ergico 
sembra ricoprire un ruolo importante. Anoiessia. ansia. panico. depression© 
schizofrenia. dolore associate a tumori ecc. sono alcune delle situazloni 
fisiopatologiche ad ampio Impatto sociale nelle quali si ritiene che i composti 
oggetto dell'lnvenzlone possano essere impiegati con vantaggio. 
I Fino ad ora sono state descrltte numerosi classi chimiche di antagonisti recettoriali 

della CCK-1. Tra queste segnaliamo derivati benzodiazepinici quali ad esempio la 
devazepide (L-364.718) (Mol. Phamiacol. 30 (212). 1986) e FK480 (J. Phamiacol 
Exp. Ther. 268 (571) (1994). derivati indolici come ad esempio SR 27897 (Eur J 
Phamnacol. 232 (13). 1993) e 7-0632 (Eur. J. Pharmacol. 304 (147). 1996)." 
derivati dell'acido glutammico come lorglumide e loxiglumide (Gastrin and 
Cholecystokinin. Ball and Martinez (Eds.). Elsevier (45). 1987). derivati dell'acido 
aspartico quali II 2-NAP (Br. J. Phamiacol. 108 (734). 1993). derivati 
quinazollnonici ad attlvitS mista CCK-1 e CCK-2 antagonista [US Patent 6756502 
(1998)]. 

Tutte queste ricerche dimostrano come vi sia una forte richiesta terapeutica per 
I trovare nuovl famiaci ad attivita anti-CCK-1 potenti. selettivi e ben toilerati 
Recentemente sono stati descritti dei derivati dell'acido antranilico [TO 95-000554 
(1995)] che tuttavia sono dei prodotti antagonisti del sottotipo recettoriale 2 (B) 
della CCK. mentre non erano fino ad ora noti derivati anti CCK-1 dell'acido 
antranilico. 

Forme famiaceutiche dei composti oggetto .dell'lnvenzlone possono essere 
preparate secondo tecniche convenzionali come ad esempio compresse. capsule 
sospensioni. soluzioni e suppositori. cerotti oppure preparazioni solide per uso 
orale a rilascio modlficato e possono essere somministrate per via orale. 
parenterale, nasale. retlale e transdemiica. 

L'Ingredlente attivo viene somminlstrato al paziente tipicamente in ragione da 0.1 
a 10 mg/kg di peso corporeo per dose. Per la somministrazione per via 



parenterale 6 preferibile I'impiego di un sale idrosolubile dei composti oggetto 
come il sale sodico oppure un altro sale non tossico e farmaceuticamente 
accettabile. Come ingredienti Inattivi si possono impiegare sostanze 
comunemente utilizzate In tecnica famiaceutica come ecclplenti quail dlluenti. 
leganti. aromatlzzantl. disaggregantl.- colorantl. umettantl. edulcorantl. polimeri 
natural! o di sIntesI ecc. 

II metodo utilizzato per la preparazione del composti oggetto dell'invenzione 
comprende le seguenti fasi: 

a) Far reagire in rapporto stechiometrico il cloridrato dell'estere etilico di 
opportuni aminoacldi di formula (V) in cui n ed R4 hanno il significato 
precedentemente indicate ed aventi il centro chirale nella configurazione 

H (CH2)n 



A 6 



1 

R3 




desiderata, con I'anidride isatoica di fonnula (IV) opportunamente sostitulta 
con R2 ed R3. in cui R2 ed R3 hanno il significato sopra riportato. In 
presenza di una amina terziaria quale ad esempio trietilamina. In'un 
solvente inerte e ad una temperatura compresa tra I +10» e la tempefBtura 
dl ebollizione del solvente. per dare gli N-antranoil-amlnoacldl etilesteri dl 
fomiula (III) (vedl Schema 1 , 1 fase). 

b) Far reagire I derivati antranillcl dl fomiula (III), in cui n. R2. R3 ed R4 hanno II 
significato riportato sopra. con una quantity equivalente dl un cloruro acilico 
dl fomiula R1-COCI. in cui R^ ha II significato sopra riportato. preferibilmente 
in piridina ed ad una temperatura compresa tra i 0° ed i +30° e recuperare 
dalla miscela di reazione gli acil-derivati di formula (II) (vedl Schema 1, II 
fase). 
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c) Idrolizzare gli esteri di formula (II). in cui n. R,. R^. R3 ed R4 hanno il 
significato riportato sopra. In un solvents inerte (quale ad esempio 
tetraidrofurano). con una soluzlone acquosa di una base Inoiganica forte 
(come I'Idrossldo di litio). per un periodo di tempo compreso tra 4 e 48 ore 
Dopo evaporazione del solvente si acidifica e si recuperano dalla massa di 
reazione e con metodi convenzlonali i derivati dell'acido antranllico di 
fomiula (I) in cui n. R^. R^. R3 ed R4 hanno il significato sopra riportato e 
con il centra chirale nella configurazione desiderata (vedi Schema 1 III 
lase). 



Gl esteri eaiici degli aminoacidi di partenza di formula (V), gli amlnoacidi da cui 
denvano nonch^ le anidridi Isatoiche opportunamente sostHulte di fbmiula (IV) 
sono reperibill in eommerclo o sono stati preparati oon metodi convenzlonali e 

descritti in letteratura. 

I cloruri acilioi di fom,ula R,-COCI, in cui R, ha 11 slgnMcatc precedentemente 
.ndicato, sono stati preparati secondo metodi oonvenzionail, (preferibilmente 
.mp,egando penlaclon.ro di fbsfon,), In un solvente inerte, ad una temperatura § 
compresa tra i -10° ed i +20° C. 

La serie di operazioni del procedlmento secondo I'invenzione viene illustrata 
integralmente nello schema seguente (Schema 1): 



CO 

or 
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Schema 1 

I fase 
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I seguenti esempi vengono riportati per meglio lllustrare Tinvenzion 



11^ is 




EsempiQ 1 (1^ 



co 



Ol. 
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Preparazlone dl: estere etilico dell'acido 2(R.S)-(2-amino.benz(SifiSi# 
propionico (formula generate III). ' 

A 22.9 g (0.1 moli) del cloridrato della DL-fenllalanina etil estere. sospesi in 500 ml 
dl acetato di etite. si aggiungono 13.9 ml di trietilamina (0.1 moli) e sotto 
agitazione. 16.3 g (0.1 moli) di anidride isatoica. Dopo riscaldamento a riflusso per 
4 ore la miscela di reazione viene raffreddata a temperatura ambiente e filtrata II 
filtrate viene lavato con NaOH IN e poi con acqua. La fase organica vfene 
disidratata ed evaporata ed il residue oleoso e friabillzzato da etere di petrolic 40- 
60°. II prodotto grezzo viene cristallizzato da etite acetato / esano 1:1 (v/v) Dopo 
raffreddamento. II solido bianco formate viene filtrate ed essiccato a 60" C 
ottenendo 25.0 g (0.08 moli) di prodotto con resa del 80% (C18H20N2O3) 

p.f. sax 

TLC (AcOEt/Esano 1:1). Rf: 0.63. 

1H-NMR (CDCI3): 5 1.24 (t. 3H. .CH3): 3.21 (m. 2H. -CH,-CH<); 4.18 (q. 2H. - ^ 
CH,-0-): 4.97 (m. 1H. >CH-); 5.45 (s. 2H. -NH,); 6.52 (d. 1H. -NH-); 6.61-7.28 (m. 

9H, aromatfci). 

Tutti i composti di fomiula III vengono sintetizzati impiegando la medesima 
procedura (vedi schema 1- I fase). 

Esempio 2 

Preparazlone dl: estere etilico dell'acido 2(R.S)-{2-[(1^-indol-2-carbonil)amino]- 
benzoilamino}-3-fenil-propionico (formula generate II). 

Ad una sospensione di 16.1 g (0.1 moll) dell'acido indol-2-carbossilico in 250 ml di 
dictorometano. a O'C. vengono aggiunti a piccole poizioni e sotto agitazione 31 2 
g (0.15 moli) di pentadoruro di fosforo. Si lascia reagire a temperatura ambtente 
per 3 ore. si aggiunge diclorometano e si evapora il solvente sotto vuoto. II cloruro 
dell'acido cosi fomiatosi. sciolto in 50 ml dl dictorometano. viene aggiunto sotto 
ag.taz.one ad una soluzlone di 31.2 g (0.1 moli) dell'estere etilico dell'acido 2(R S)- 
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(2-amino-benzoiIamino)-3-fenil-propionico In 100 ml di piridina a temperatura di 
0*C. Al termine dell'aggiunta la massa di reazione viene tenuta a 0**C ancora per 
un'ora e poi a temperatura ambiente per circa 12 ore. aggiungono 250 ml dl 
diclorometano e la fase organica si lava con 400 ml di HCi IN e poi con NaOH 
0.1 N ed infine con una soluzione satura di NaCL Dopo essiccamento, si evapora il 
solvente ed il prodotto grezzo viene purificato per trattamento con metanolo caldo. 
Dopo raffreddamento il solido viene filtrate ed essiccato a 60°C in stufa, ottenendo 
35,5 g (0.078 moll) di prodotto con resa del 78% (C27H25N3O4). 
P.f. 210-211^C 

TLC (AcOEt/Esano 1:1)- Rf: 0.69, 

1H-NMR (DMSO-de): 5 1.17 (t. 3H, .CH3): 3,20 (m, 2H, -CH2-CH<); 4.11 (q. 2H, 
-CH2-O-); 4.79 (m. 1H, -CH<); 6.98 (s, 1H. indole); 7.06-7.82 (m, 12H. aromatici); 
8.64 (d, 1H. aromatico); 9.30 (d, 1H, -NH-CH<); 11.95 (s, 1H, -NH- indole); 12,15 
(s, 1H,-NH"). 

Tutti i compost! di formula il vengono sintetizzati impiegando la medesima 
procedure (vedi schema 1-11 fase). 

Esempio 3 

Preparazione di: Acido 2(R,S)-{2-[(1 H-lndol-2-carbonil)amino]-benzoiIamino}-3- 
fenil-propionico. [composto 1 (fomnula generate I) -Tabella IJ. 

Ad una sospensione di 45.5 g (0.1 moll) delPestere etilico delCacido 2(R,S)-{2- 
[(1H-indol-2-carbonil)amino]-benzoilamlno}-3-fenil-propionico in un litre di una 
miscela H2O/THF 1:1 vengono aggiunti 4.6 g (0.11 moli) di idrossido di litio idrato 
e lasclati sotto agitazione a temperatura ambiente per 24 ore. Si precede con 
I'evaporazione del solvente organico ed il prodotto viene ottenuto per 
precipitazione a 0°C In seguito ad acidificazione con HCI diluito. il prodotto grezzo 
e cristallizzato da metanolo, ottenendo 36.3 g (0.085 moli) con resa del 85% 
(C25H21N3O4). 
P.f. 268-269°C 

TLC (AcOEt/MeOH 2:1) - Rf: 0.61, 



1H.NMR (DMSOKie): 5 3.27 (m. 2H. -Ch!,-CH<); 4.79 (m. 1H. >CH.); 6.97 (s. 1H. 
H indolo); 7.06-7.87 (m. 12H. aromatid); 8.64 (d. 1H. H aromatico); 9.21 (d. 1H - 
NH-); 11.93 (s, 1H. -NH- indolo); 12.28 (s. 1H. -NH-). 

Esemoio 4 

Preparazione di: Acido 2(R)-{2-[(1H-indol-2-carbonil)amlno^ben2oilamino^3-fen^^ 
propionico. 

[composto 2 (formula generale I) - Tabella 1]. 

Si procede secondo quanta descritto negli esempi 1. 2 e 3. partendo da! cloridrato 
della D-fenilalanina etil estere. 
Resa: 43 % ; 
Formula : C25H21N3O4. 
P.f. 271-272X; 

TLC (AcOEt/MeOH 2:1) - Rf: 0.6I 

Potere rotatorio: [a^ = + 13.6 (c = 0.59, DMF). 

Purezza ottica : e.e [ HPLC chirale] = 98.7 %. 

Condizioni analitiche HPLC chirale: Colonna CSP-TE-SP-IOO 250 mm; diametro 
intemo 4 mm; Detector: UV a 254 nm; Eluente: MeOH/H20 85/15 (v/v) + 20 mM 
NH4OAC; Flusso: 1.00 ml/min; Temperatura: 23" C; Tempo dl ritenzione: 5.6 min 
contro 4.0 min dell'enantlomero S. 

Esempio 5 

Preparazione di: Acido 2(S)^2-[(1Ay-indol-2-carbonil)amino^benzoilamino^3-feniI. 
propionico. 

[composto 3 (formula generale I) - Tabella 1]. 

Si procede secondo quanto descritto nell'esempio 4. partendo dal cloridrato della 
L-fenilalanina etil estere. 
Resa: 50 % ; 
Fomnula : C25H21N3O4. 
P.f. 270-27rC; 

TLC (AcOEt/MeOH 2:1) - Rf: 0.6I 
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Potere rotatorio: - 15.8 (c = 0.57. DMF); 
Purezza ottica : e.e [ HPLC chirale] > 99.5 %. 

Condlzlon." analitiche HPLC chirale: Colonna CSP-TE-SP-100 250 mm; diametro 
intemo 4 mm; Detector UV a 254 nm; Eluente MeOH/H20 : 85/15 (v/v) + 20 mM 
NH4OAC; Flusso: 1.00 ml/min; Temperatura: 230 C; Tempo di ritenzlone: 4.0 m.n 
contra 5.6 min dell'enantiomero R. 

Tutti I composti di fomiula I vengono sintetizzati impiegando la medesima 
pracedura (vedi schema 1). Nella seguente tabelia 1. vengono riportati alcuni dei 
compost, cosi ottenuti con alcune caratteristiche chimico-fisiche che li identificano 
ed 11 soivente di cristallizzazione. senza per questo essi Hmitino in alcun modo lo 
spinto e lo scopo dell'lnvenzione stessa. 



CO 

i 

EE 

o 
o 

i 
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DESCRIZIONE DELL'ATTIVITA' FARMACOLOGICA ii^: 

ml m 




1 . Attivita anticolecistochininica (anti CCK-1 ) in vitro "W^^^^^ 
Per valutare la capacita dei composti oggetto deirinvenzione di interagtr^t^^p^^ 
recettore CCK-1 sono stati eseguiti saggi di binding su acini pancreatici IsolatI di 
ratto, impiegando quale ligando marcato la p^l]-BH-CCK-8 solfatata, secondo il 
procedimento descritto da Makovec F. [ J. Med. Chem. 35, (1992), 28]. Gli acini 
pancreatici ottenuti dalla digestione enzimatica del pancreas di ratti maschi 
outbred del ceppo Sprague Dawley; vengono incubati in presenza del tracciante 
radioattivo ed ai composti in studio per 30 minuti a Sl^'C. Dopo aver scartato 11 
supematante si d determinata la radioattivitd associata al pellet con uno 
scintillatore liquido. II binding specifico si ^ determinate come differenza tra 11 
binding in assenza ed in presenza di CCK-8, 1iO"® M. I risultati ottenuti sono 
evidenziati in tabella 2, in cui viene riportata la IC50, ossia la concentrazione * 
(espressa in micromoli/litro) dell'antagonista capace di spiazzare per il 50% la g 

u 

[''^^l]-BH-CCK-8 dal recettore. I valori di ICso riportati sono stati calcolati con il | 
metodo della regressione su un set di almeno 3 esperienze per ogni composto ° 
studiato. c 
Dai dati riportati in tabella 2 si osserva che moiti dei composti oggetto g 
deirinvenzione, come ad esempio i composti 21, 23, 25, 26, 30 e 32 sono dei 
potenti inibitori del binding della [^^^l]-BH-CCK-8 ai recettori CCK-1 degli acini 
pancreatici di ratto, esibendo un'afFinrtd a livello naiiomolare. 

2. Attivita anticolecistochininica (anti CCK-2) in vitro 

Onde verificare Tipotesi che i composti oggetto deirinvenzione fossero degli 
antagonist! CCK-1 specifici, si e saggiata per alcuni dei composti piD attivi quali 
CCK-1 antagonist! anche Teventuale affinity per 1 recettori central! della CCK di 
tipo CCK-2. A tale proposito sono stati eseguiti saggi di binding su cortecce 
cerebrali di cavia albina maschio outbred del ceppo Hartley, impiegando quale 
ligando marcato la [^^^IJ-BH-CCK-B solfatata, secondo il procedimento descritto da 
Makovec F. [ J. Med. Chem. 35, (1992), 28]. 
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Tabella 2: Inibizlone del binding della 
Isolati di ratto. 



[^^i]-BH-CCK-8 agli acini pancreatici 



CotnDosto 


(micromoli/litro) 


j Composto 


ICso 

(microtnoii/litro) 


1 


0.24 


1 28 


0.12 


2 


0.11 


29 


0.12 


3 


7.13 


30 


0.008 


4 


0.41 


31 


0.01 


5 


0.17 


32 


0.009 


6 


0.06 


33 


0.26 


7 


0.16 


34 


1.96 


8 


0.09 


35 


3.08 


9 


0.52 


36 


0 21 


10 


0.78 


37 


0.17 


11 


0.16 


38 


0.01 


12 


0.37 


39 


0.02 


13 


0.27 


40 


0.24 


14 


0.28 


41 


0.20 


15 


1.41 


■ 42 


0.06 


16 


0.24 


43 


0.08 


17 


0.16 


44 


.0.04 


18 


0.43 


45 


0.14 


19 


0.18 


46 


0.03 


20 


0.014 


47 


0.02 


21 


0.009 


48 


0.02 


22 


0.19 


49 


0.04 


23 


0.007 


50 


0.17 


24 


0.09 


51 


0.04 


25 


0.007 


52 


0.62 


26 


0.009 


53 


0.03 


27 


0.03 


54 


0.11 



L'Incubazione delle membrane cerebrali assieme al tracciante radloattivo ed ai 
composti in studio d stata effettuata su piastre multl-pozzetto per 120 minuti a 
26'C. Ogni pozzetto conteneva membrane corrispondenti a circa 0.5 mg d! 
proteine/ml e 25 pM di ligando marcato in un volume totale di 250 mlcrolitrl. II 
binding speclfico si d detemilnato come differenza tra il binding In assenza ed in 
presenza di CCK-8. 1-10-« M. Al tennine deirincubazione viene eseguita una 
raplda filtrazione della piastra sotto vuoto e si misura la radioattivit^ del singoli filtri 
estratti dai pozzefti con un contatore di y-emisslone. I risultati ottenuti sono 
evidenziati in tabella 3, in cul vengono riportati i composti saggiati. le ICso calcolate 
con il metodo della regressione su un set di almeno 3 esperienze per ogni 
composto studiato ed un indice ricavato dai rapporto delle affinity ottenute per i 
due tipi di recettore CCK-2 e CCK-1. 

Tabella 3: Iniblzione del binding della r^q-BH-CCK-8 alia membrane 
corticall dl cavia. 



Composto 


ICso 

(micromoli/litro) 


Rapporto 

ICso CCK-2 


Composto 


ICso 

(micromoli/litro) 


Rapporto 

ICso CCK-2 


ICso CCK-1 (*) 


ICso CCK-1 (•) 


6 


10.6 


176.6 


31 


3.4 


340 


20 


2.22 


158.6 


32 


5.68 


631.1 


21 


3.8 


422.2 


38 


> 30 


>3000 


23 


10.8 


1542.9 


39 


> 30 


> 1500 


25 


>30 


>4286 


41 


27.4 


137 


26 


5.16 


572.2 


46 


2.67 


89 


30 


3.5 


437.5 


47 


14.8 


740 








48 


1.22 


61 



Nota (*): Dati tratti dalla tabella 2. 



Dai risultati riportati in tabella 3 emerge che i composti in oggetto legano 
debolmente II recettore centrale CCK-2 essendo le loro affinity in media comprese 
per questo recettore dalle 100 alle 1000 volte Inferiori rispetto quelle dimostrate 
per i recettori di tipo CCK-1. Confrontando questi valori di affinita con quelli 
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ottenuti per I recettori CCK-1 precedentemente riportati in tabella 2 si pud 
affermare che i composti in oggetto sono dei ligandi potenti e specifici per II 
recettore CCK-1. 

Per verificare fipotesi che i composti in oggetto fossero degll antagonlsti CCK-1 
specifici e non degll agonlsti si d sagglata per alcuni del composti piu attlvl 
.llustrati in tabella 2 I'attivlt^ CCK-1 antagonista su un modello funzlonale Come 
modello sperimentale si ^ utilizzato la cistlfellea dl cavia stimolata in vitro da CCK- 
8 secondo II metodo descrltto da Makovec et al. [Ar^nelm. Forach. Drug Res. 35 
(7). 1048 (1985)]. I risultati cosi ottenuti sono lllustrati nella seguente Tabella 4 in 
cui vengono riportati I valori dl IC50 (moli/lltro). 

Le IC50 riportate In Tabella 4 rappresentano per ogni composto la media dl almeno 
2 espenmenti separati, ognuno con un numero dl 6-8 concentrazioni. 



Tabella 4: 


Inibizione della contrazione di cistifellea 
di cavia in vitro indotta da CCK-8 (5 ng/ml) 


Composto 


IC50 (moii/iitro) Composto 


ICso (moli/lltro) 


20 


3.5x10-* 25 


CSxIO-" 


21 


2.0x1 0"® 26 


4.3x10-® 


23 


1.5x10"^ 30 


3.0x10-® 



Dal dati riportati In tabella si evince come alcuni dei composti oggetto 
dell'mvenzione sono dotati dl una potente attivltd antagonista. verso la CCK anche 
in un modello funzlonale. 

Inoltre nessuno dei prodotti testati presentava delle propriety agonlste apprezzabili 
fino alia concentrazione massima testata (1x10-^M). 
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RIVENDICAZIONI 

1) Composti clie possono essere rappresentati dalla seguenfe 
generate (I) sotto indicata ed in cui: 





(I) 



n 6 un numero intero compreso tra 0 e 7; 
Ri 6 scelto indlpendentemente tra I gruppi: 



X2 . 





CO 



CL. 

i 

8 



in cui Xi 6 scelto Indipendentemente tra S, O. NR2 ed X2 e un gruppo scelto 
indipendentemente tra: H. C1-C4 alchite lineare o ramificato, F, CI. CF3, OCH3, 
OC2H5, ON; 

R2 ^ scelto Indipendentemente tra H oppure CH3; 

R3 e scelto indipendentemente tra H. CH3, F, CI, CF3, OCH3; 

R4 6 scelto indipendentemente tra i gruppi: H, -S-(CH2)m-R5. -S02-(CH2)m-R5 (n 

diverse da 0) in cui m 6 un numero intero compreso tra 0 e 2. un gruppo alchilico 

ramificato formate da 3 a 6 atomi di carbonio, un cicloalchite fomiato da 3 a 10 

atomi di carbonio, un cicloalchenile formate da 4 a 6 atomi di carbonio. il gruppo 1 

o 2-adamantilico. un gruppo fenilico semplice oppure mono o bi-sostituito. in cui i 

sostituenti possono essere sceiti indipendentemente tra alogeni, un gruppo 
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alchillco lineare formato da 1 a 3 atomi di carbon.o, un gruppo alchilico ramlficato 
formato da 3 a 6 atomI di carbonio. un gruppo alcossilico formato da 1 a 3 atomi di 
carbonio, -NO2. -CF3, -CN; 

Rs 6 scelto tra i gruppi: H. un gruppo alchilico lineare fomiato da 1 a 3 atomi di 
carbonio. un gruppo alchilico ramificato fomiato da 3 a 6 atomi di carbonio un 
ccloalchile fomiato da 3 fine 10 atomi di carbonio. 11 gruppo 1 o 2-adamantiIico' un 
gruppo fenllico semplice oppure mono o bi-sostituito. in cul i sostituenti possono 
essere sceiti indipendentemente tra alogeni. un gruppo alchilico lineare fomiato da 
1 a 3 atomi di carbonio. un gruppo alchilico ramificato fomiato da 3 a 6 atomi di 
carbonio. un gruppo alcossilico formato da 1 a 3 atomi di carbonio, -NO^ -CFs - 
CN. ^' 

La stereochimica del centre chirale. evidenziato con un asterlsco (*) nella formula 
(I) pud essere R (Rectus), racemica [R (Rectus). S (Sinister)] oppure S (Sinister) 

2) Composti secondo la rivendicazione 1 di formula generate (I), semplici o 
salificati. In cul R^ ^ ll gruppo 2-indolil semplice o indipendentemente sostrtuito In 
posizione 1 con II gruppo metile ed in posizione 5 con 11 gruppo fluoro. Ra ed R3 
sono H. n ^ 1 oppure 2. R4 e 11 gruppo fenile semplice o sostituito con i gruppi 
metile. fluoro o metossi e la stereochimica del centro chiralico asteriscato con (*) 
in (I) e R (Rectus), oppure RS (raceme). 

3) Preparato fannaceutico comprendente come sostanza attiva almeno uno 
dei composti secondo la rivendicazione 1 o un loro sate famiaceuticamente 
accettabile. 

4) Preparato famiaceutico secondo la rivendicazione 3 per I'impiego nella 
terapia di fomie patologlche dell'apparato gastrointestinale quali pancreatiti 
coliche biliari, reflusso gastro-esofageo (GERD). sii^drome del colon irritablte 
(IBS), dispepsia non ulcerosa. 

5) Preparato fannaceutico secondo la rivendicazione 3 per I'impiego nella 
terapia delle affezloni tumorali sostenute dalla CCK ed altri polipeptidi bioattivi ad 

essa correlati. 

6) Preparato famiaceutico secondo la rivendicazione 3 per il tiBttamento di 
situazioni patologiche del SNC legati a scompensi dei livelli fisiologici neuronal! 
della CCK o di altri polipeptidi bioatUvi ad essa correlati. quali ad esempfo ansia 
attacchi di panico. psicosi. depressions, anoressia etc. o ad altra cause correlate 
al meccanismo d'azione dei composti secondo la rivendicazione 1. 
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7) Preparato farmaceutico secondo la rivendicazione 3 comprendente Inoltre 
ingredient!- inattivl farmaceuticamente accettabili. sceiti dal gruppo che consists di 
veicoli. leganti. aromatizzanti. disgreganti. conservanti, umettanti e miscele di 
questi, o ingredienti che facilitano I'assorbimento transdermico o che permettano il 
rilascio controllato nel tempo deila sostanza attiva. 

8) Procedlmento per la preparazione di un derivato di formula generate (I) in 
cui Ri. R2 R3, R4 ed n hanno il significato riportato nella rivendicazione 1 ed in cui i 
sostituenti sul centre chlralico asteriscato con (*) hanno la configurazione R. S. 
oppure (R.S) (racemo), che comprende le operazioni di: 

a) Far reagire in rapporto stechiometrico il cloridrato dell'estere etilico degli 
aminoacidi di formula (V) in cui n ed R4 hanno il significato sopra indicate ed aventi 
il centre chirale nella configurazione desiderata, con I'anidride isatoica di formula 
(IV) 



H (CH2)n 



I 
H 



1 




R3 

opportunamente sostltuita con R2 ed R3. in cui R2 ed R3 hanno il significato 
sopra riportato, in presenza di una amina terzlaria quale ad esempio 
trietilamina, In un solvente inerte e ad una temperatura compresa tra i +10" e la 
temperatura di ebollizione del solvente. per dare gli N-antranoll-amlnoacldi 
etilesteri dl formula (III). 



R3' 

(III) 



b) Far reagire I derlvati antranllici di fomiula (III), in cui n, R2. R3 ed R4 hanno il 
significato riportato sopra. con una quantita equivalente dl un cloruro acilico di 
fomiula Ri^OCI, in cui R, ha il significato sopra riportato, preferibllmente in 
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piridina ed ad una temperatura compresa tra i 0" ed i +30' e recuperare dalla 
miscela dl reazione gli acil-derivati di formula (II). 



c) Idrollzzare gli esteri di formula (II). in cui n, Ri. Ra. R3 ed R4 hanno II 
significato riportato sopra. in un solvente inerte (quale ad esempio tetraidrofurano). 
con una soluzione acquosa di una base inorganica forte (come I'idrossido di litio). 
per un periodo di tempo compreso tra 4 e 48 ore. Dopo evaporazione del solvente 
ed acidificazione, recuperare dalla massa di reazione i derivati dell'acido 
antranilico di formula (I) 



in cui n, Ri, R2, R3 ed R4 hanno il significato sopra riportato e con il centro chirale 
nella configurazione desiderata. 

I composti finall dl formula (I) vengono isolati come tali oppure come sali 
farmaceuticamente accettablll e purificati con metodi convenzionali. 




(II) 




(I) 
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Composti antranilici ad attivlte anti-CCK di formula generate (I) in cui: / 



(I) 



n 6 un numero intero compreso tra O.e 7; R, § scelto indipendentemente tra I 





X2 



ri rp Aou P^l^^, OC2H5, CN; R2 6 scelto tra H oppure CH3; R3 § scelto tra H. CH3, F, 
nmnrS''=.?iT'' ^ ^ f'^^}^ ' ^"i^PP'' -S-(CH2)m-R5. -S02-(CH2)m-R5 (n diverse da 0). un 
gruppo alchilico ramificato. un cicloalchile, un cicloalcheniie. 11 gruppo 1 o 2-adamantilico un 
SSf lihn" -f ° °P^'Q"/'"]f nte sostituito; R5 e scelto tra I gruppi: H, alchile lineare o ramificato. 
cicioalchile, il gruppo 1 o 2-adamantilico. un gruppo fenilico opzionalmente sostituito 
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DESCRIZIONE dell ' invenzione industriale dal titolo: 
"Derivati antranilici ad attivitH anticolecistochi- 
ninica (anti-CCK-1) , procedimento per la loro pre- 
parazione e loro use f armaceutico" 

Di: ROTTA RESEARCH LABORATORIDM S.p.A., nazionalita 
italiana, via Valosa di Sopra, 7/9, 20052 SAN PRDT- 
TDOSO DI MONZA (Milano) 

Inventori designati: Francesco MAKOVEC, Antonio 
VARNAVAS, liucia LASSIANI, Lucio Claudio ROVATI 

Depositata il: 26 luglio 2002 ^ 

DESCRIZIONE "S. 
La presente invenzione ha per oggetto nuovi de- O 
rivati dell'acido antranilico che possono essere S 
rappresentati dalla seguente formula generale (I) 
ed in cui : 



JL -r 

0m 



OH 



(I) 



R3 

n ^ un numero intero compreso tra 0 e 7; 
Ri S scelto indipendentemente tra i gruppi: 



- 2 - 




■ by- 

in cui Xi g seel to indipendentemente tra S, O, NRa 
ed Xa S un gruppo seel to indipendentemente tra: H, 
C1-C4 alchile lineare o ramificato, P, ci, CP3, 
^ OCH3, OC2H5, CN; 

R2 6 scelto indipendentemente tra H oppure CH3; % 

^ CO 

R3 e scelto indipendentemente tra H, CH3, F, CI, S 
CF3, OCH3; S 

R4 scelto indipendentemente tra i gruppi: H -S- <3 
{CH2)m-R5, -SO2- (CH2)m-R5 (n diverse da 0) in cui m g o 
\m numero xntero con^reso tra 0 e 2, un gruppo al- 
chilico ramificato formate da 3 a 6 atomi di earbp- 
nio, xm cieloalchile formate da 3 a 10 atomi di 
I carbonio, un eicloalchenile formate da 4 a 6 atomi 

di carbonio, il gruppo 1 o 2-adamantilico, un grup- 
po fenilico semplice oppure mono o bi-sostituito, 
in cui i sostituenti possone essere scelti indipen- 
dentemente tra alogeni, un gruppo alchilico lineare 
format o da 1 a 3 atomi di carbonio, un gruppo al- 
chilico ramificato formate da 3 a 6 atomi di carbo- 
nio, un gruppo alcpssilico formate da 1 a 3 atomi 
di carbonio, -NO2, -CP3, -casT; 



- 3 - 



CO 



Rs S scelto tra i gruppi: H, un gruppo alchilico 
lineare formato da i a 3 atomi di carbonic, un 
gruppo alchilico ramificato formato da 3 a 6 atomi 
di. carbonic, un cicloalchile formato da 3 fino 10 
atomi di carbonio, il gruppo 1 o 2 -adamant ilico, un 
gruppo fenilico semplice oppure mono o bi- 
sofitituito, in cui i sostituenti possono essere 
I scelti indipendentemente tra alogeni, un gruppo al- 

chilico lineare formato da 1 a 3 atomi di carbonic, 
un gruppo alchilico ramificato formato da 3 a 6 g 
atomi di carbonic, un gruppo alcossilico formato da § 
1 a 3 atomi di carbonic, -NO2, -CP3, -CN. 

O 

La sterecchimica del centre chirale, evidenzia- S 
to con un asterisco (*) nella formula (I) pu6 es- ^ 
sere R (Rectus), racemica [R (Rectus), s (Sini- 
ster) ] oppure S (sinister) . 
I Preferibilmente n S tra 1 e 2; Ri d scelto pre- 

feribilmente tra i gruppi 2-indolile, 2-indolile 
sostituitc indipendentemente con il gruppo fluorc 
in posizicne 5 oppure con il gruppo metilico in pc- 
sizione l; R3 d scelto preferibilmente tra i gruppi 
H, CH3, P, Cl; R4 e scelto preferibilmente tra il 
gruppo fenilico semplice o moncsostituito con i 
gruppi metile, metossi e CP3, mentre la sterecchi- 
mica dei ccmposti rivendicati sul centre chiralico 
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asteriscato nella formula (l) preferibilmente Wn,*^S^^^ 

nella forma racemica (R, S) o R (Rectus) . -^^S^gS^ 

I composti della presente invenzione dimostrano 
essere potent i antagonist! per i recettori • CCK-1 
(CCK-A) della colecistochinina (CCK) . Si pu6 per- 
tanto ritenere che essi possano essere impiegati 
con vantaggio nella terapia di diverse patologie 
dell'uomo legate a scoinpensi della CCK o di altri 

polipeptidi bioattivi ad essa correlati, sia a li- ^ 
vello periferico, ossia nel sistema gastrointesti- cc 
nale, sia a livello del sistema nervoso centrale 
(CNS) o di altri organi edapparati nei quali tali 

peptidi bioattivi ricoprono un ruolo f isiologico o . S 

patologico. Cosi ad esempio si puo preconizzare un ^ 
vantaggioso impiego di quest i composti per il trat- 
tamento, a livello gastrointestinale, di patologie 
riguardanti la motility di organi quali cistifel- 
lea, stomaco ed intestine. In particolare nel caso 
di coliche biliari da colecistolitiasi, nel reflus- 
Bo gastro-esofageo (GERD) dovuto ad un anomalo fun- 
zionamento dello sfintere esofageo inferiore (LES) 
nonche nella sindrome del colon irritabile (IBS) . 
Altre patologie dell ' apparato digerente in cui i 
composti oggetto possono essere impiegati con van- 
taggio, strettamente correlate alia funzione secre- 
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tagoga e a quella trofica che la CCK espliqa attra- 
verso i recettori CCK-1 in organi bersaglio del- 
I'apparato gastrointestinale, sono le pancreatiti 
acute e croniche nonchg diversi tumori in cui la 
CCK o altri peptidi bioattivi . correlati ad essa 
fungono da fattori di crescita. Accanto alle pato- 
logie Che interessano I'apparato gastrointestinale 
I ci sono molteplici azioni che interessano il CNS ed 

in cui il sisteraa CCK-ergico seinbra ricoprire un 
ruolo iraportante. Anoressia, ansia, panico, depres- % 
sione, schizofrenia, dolore associate a tumori ecc. 8 
sono alcune delle situazioni f isiopatologiche ad S 
ampio impatto sociale nelle quali si ritiene che i 
composti oggetto dell ' invenzione possano essere im- 
piegati con vantaggio. 

Fino ad ora sono state descritte numerosi clas- 
^ si chimiche di antagonisti recettoriali della CCK- 

1. Tra queste segnaliamo derivati benzodiazepinici 
quali ad esempio la devazepide (L-364,718) (Mol . 
Pharmacol. 30 (212), 1986) e PK480 (J. Pharmacol. 
Exp. Ther. 268 (571) (1994), derivati indolici come 
ad esempio SR 27897 (Eur. J. Pharmacol. 232 (13), 
1993) e T-0632 (Bur. J. Pharmacol. 304 (147), 
1996), derivati dell'acido glutammico come lorglu- 
mide e loxiglumide (Gastrin and Cholecystokinin, 



o 
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Bali and Martinez (Eds .) , Elsevier (45), 1987), de- 

rivati dell'acido aspartico quali il 2-NAP (Br. J. 

Pharmacol. 108 (734), 1993), derivati quinazolino- 

nici ad attivit^ mista CCK-1 e CCK-2 antagonista 

[US Patent 5756502 (1998)]. 

Tutte queste ricerche dimostrano come vi sia 
una forte richiesta terapeutica per trovare nuovi 

farmaci ad attivita anti-CCK-1 potenti, selettivi e 
ben tollerati. Recentemente sono stati descritti 
dei derivati dell'acido antranilico [TO 95-000554 

(1995)] che tuttavia sono dei prodotti antagonisti 
del sottotipo recettoriale 2 (B) della CCK, mentre 
non erano fino ad ora noti derivati anti CCK-1 del- 
l'acido antranilico. 

Forme f armaceutiche dei composti oggetto del- 
I'invenzione possono essere preparate secondo tec- 
niche convenzionali come ad esempio compresse, cap- 
sule, sospensioni, soluzioni e suppositori, cerotti 
oppure preparazioni solide per uso orale a rilascio 
modificato e possono essere somministrate per via 
orale, parenterale, nasale, ret tale e transdermi- 
ca. 

L' ingrediente attivo viene somministrato al pa- 
ziente tipicamente in ragione da 0.1 a 10 mg/kg di 
peso corporeo per dose. Per la somministrazione per 



via parenterals e preferibile I'impiego di uix sale 
idrosolubile dei composti oggetto come il sale so- 
dico oppure un altro sale non tossico e farmaceuti- 
camente accettabile. Come ingredienti inattivi si 
possono impiegare sostanze comunemente utilizzate 
in tecnica farmaceutica come eccipienti quali di- 
luenti, leganti, aromatizzanti, disaggreganti, co- 
I loranti, umettanti, edulcoranti, polimeri naturali 

o di sintesi ecc. . 

II metodo utilizzato per la preparazione dei ^ 
composti oggetto dell' invenzione comprende le se- 
guenti fasi: 

a) Par reagire in rapporto stechiometrico il clo- 



noacidi di formula (V) in cui n ed hanno il 
significato precedentemente indicato ed aventi 
il centro chirale nella conf igurazione 



H, XCH2)n 



R3 



desiderata, con I'anidride isatoica di formula 
(IV) opportunamente sostituita con R2 ed R3, in 



LU 



i 

ridrato dell'estere etilico di opportuni ami- ' ^ 
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cui R2 ed R3 hanno il significato sopra riporta- 
to, in presenza di una amina terziaria quale ad 
esempio trietilamina, in un sdlvente inerte e 
ad una temperatura coitipresa tra i +10® e la 
temperatura di ebollizione del solvente, per 
dare gli N-antranoil-aminoacidi etilesteri di 
formula (III) (vedi Schema 1, I fase) . 

b) Far reagire i derivati antranilici di formula 
(III) , in cui n, R2, R3 ed R4 hanno il signifi- 
cato riportato sopra, con una quantity equiva- 
lente di un cloruro acilico di formula Ri-COCl, 
in cui Ri ha il significato sopra riportato, 
preferibilmente in piridina ed ad una tempera- 
tura compresa tra i 0® ed i +30° e recuperare 
dalla miscela di reazione gli acil -derivati di 
formula (II) (vedi Schema 1, II fase). 

c) Idrolizzare gli esteri di formula (II) , in cui 
n, Ri, R2/ R3 ed R4 hanno il significato ripor- 
tato sopra, in un solvente inerte (quale ad 
esempio tetraidrofursino) , con una soluzione ac- 
quosa di una base inorganica forte (come 
I'idrossido di litio) , per un periodo di tempo 
compreso tra 4 e 48 ore. bopo evaporazione del 
solvente si acidifica e si recuperano dalla 
massa di reazione e con metodi convenzionali i 
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derivati dell'acido antranilico di formula (i); 
in cui n, Ri, Ra, r, ed R4 haimo il significato 
sopra riportato e con il centre chirale nella 
configurazione desiderata (vedi Schema l, m 
fase) . 

Gli esteri etilici degli aminoacidi di partenza 
di formula (V) , gli aminoacidi da cui derivano non- 
chg le anidridi isatoiche opport\mamente sostituite 
di formula (IV) sono reperibili in commercio o sono 
stati preparati con metodi convenzionali e descrit- 
ti in letteratura. 

I cloruri acilici di formula Ri-COCl, in cui Ri 
ha il significato precedentemente indicate, sono 
stati preparati secondo metodi convenzionali, (pre- 
f eribilmente impiegando pentacloruro di f osf oro) , 
in un solvente inerte, ad una temperatura con5>resa 
tra i -109 ed i +20" C. 

La serie di operazioni del procedimento secondo 
I'invenzione viene illustrata integralmente nello 
schema seguente (Schema l) : 
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Schema 1 



I fase 




I seguenti esempi vengono riportati per meglio 
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illustrare 1' invenzione . 
Bsempio i ' 

Preparazione di: estere etilico dell'acido 
2 (R,S) - (2-amino-ben2oilamino) -3-f enil-propionico 
(formula generale III) . 

A 22.9 g (0.1 moli) del cloridrato della DL- 
fenilalanina etil estere, sospesi in 500 ml di ace- 
tato di etile, si aggixingono 13.9 ml di trietilami- 
na (0.1 moli) e, sotto agitazione, 16.3 g (0.1 mo- 
li) di anidride isatoica. Dopo riscaldamento a ri- 
flusso per 4 ore la miscela di reazione viene raf- 
freddata a temperatura ambiente e filtrata. Il fil- 
trato viene lavato con NaOH IN e poi con acqua. La 
fase organica viene disidratata ed evaporata ed il 
residuo oleoso g f riabilizzato da etere di petrolio 
40-600. II prodotto grezzo viene cristallizzato da 
etile acetato / esano 1:1 (v/v) . Dopo raf f reddamen- 
to, il solido bianco formato viene filtrate ed es- 
siccato a 60° C, ottenendo 25.0 g (0.08 moli) di 
prodotto con resa del 80% (Ci8HaoN203) . 

P.f . 85«»C 

TLC (AcOEt /Esano 1:1) - Rf: 0.63. 

iH-NMR (CDCI3) : 5 1.24 (t, 3H, -CH3) ; 3.21 (m, 
2H, -CH^-CH<) ; 4.18' (q, 2H, -CH^-O-) ; 4.97 (m, IH, 
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GC 



8 



>CH-); 5.45 (s, 2H, -NH^) ; 6.52 (d, IH, -NH-) 1\| 
6.61-7.28 (m, 9H, aromatici). ; ^^^.'^i;^^ 

Tutti i composti di formula III vengono sinte- 
tizzati impiegando la medesima procedura (vedi 
schema 1- I fase) . 
Esempio 2 

Preparazione di: estere etilico dell'acido 
2 (R, S) -{2 - C (lH-indol-2-carbonil) amino] -benzoilami- ^ 
no} -3 -fenil -propionic© (formula generale II) . oa 

s 

Ad una sospensione di 16. l g.(0.l moli) dell'a- 
cido indol-2-carbossilico in 250 ml di diclorometa- 
no, a 0«>C, vengono aggiunti a piccole porzioni e 
sotto agitazione 31.2 g (0.15 moli) di pentacloruro 
di fosforo. Si lascia reagire a temperatura ambien- 
te per 3 ore, si aggiunge diclorometano e si evapo- 
ra il solvente sotto vuoto. II cloruro dell'acido 
cosi formatosi, sciolto in 50 ml di diclorometano, 
viene aggiunto sotto agitazione ad una soluzione di 
31.2 g (0.1 moli) dell' estere etilico dell'acido 
2 (R,S) - (2-amino-benzoilamino) -3-fenil-propionico in 
100 ml di piridina a temperatura di 0«C. Al termine 
dell ' aggixmta la massa di reazione viene tenuta a 
0«»C ancora per un'ora e poi a temperatura ambiente 
per circa 12 ore. Si aggiungono 250 ml di dicloro- 
metano e la fase organica si lava con 400 ml di HCl 
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IN e poi con NaOH 0 . IN ed infine con una soluzione 
satura di NaCl. Dopo essiccamento, si evapora il 
solvente ed il prodotto grezzo viene purificato per 
trattcunento con metanolo caldo. Dopp raf f reddamento 
il solido viene filtrato ed essiccato a 60*>C in 
stufa, ottenendo 35.5 g (0.078 moli) di prodotto 
con resa del 78% (C27H25N3O4) . 
P.f. 210-211OC 

TLC (AcOEt/Esano 1:1) - Rf: 0,69. 

Ih-NMR (DMSO-dg) : 6 1.17 (t, 3H, -CH3) ; 3.20 (m, 
2H, -CH2-CH<) ; 4.11 (q, 2H, -CH2-O-) ; 4.79 (m, IH, 
-CH<) ; 6.98 (s, IH, indole); 7.06-7.82 (m, 12H, 
aromatici) ; 8.64 (d, IH, aromatico) ; 9.30 (d, IH, - 
NH-CH<); 11.95 (s, IH, -NH- indole); 12.15 (s, IH, 
-NH-) . 

Tutti i composti di formula II vengono sinte- 
tizzati impiegando la medesima procedura (vedi 
schema 1 - II fase) . 
Esempio 3 

Preparazione di: Acido 2 (R,3) -{2- [ (lH-indol-2- 
carbonil) cimino] -benzoilamino}-3-fenil-prqpionico. 
[ compost o 1 (formula generale I) - Tabella 1] . 

Ad una sospensione di 45.5 g (0.1 moli) 
dell'estere etilico- dell 'acido 2 (R, S) ~ {2- [ (lH-in- 
dol-2-carbonil) amino] -benzoilamino} -3-f enil-propio- 
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nico in un litro di una miscela HjO/THP 1:1 vengono 
aggixinti 4.6 g (O.ll moli) di idrossido di litio 
idrato e lasciati sotto agitazione a temperatura 
ambiente per 24 ore. Si precede con 1 ' evaporazione 
del solvente organico ed il prodotto viene ottenuto 
per precipitazione a 0«C in seguito ad acidifica- 
zione con HCl diluito. II prodotto grezzo e cri- 
stallizzato da metanolo, ottenendo 36.3 g (0.085 
moli) con resa del 85% (C25H2iN3b4) . 
P.f. 268-269«>C 

TLC (AcOEt/MeOH 2:1) - Rf: 0.61. 

1h-NMR (DMSO-dg) : 5 3.27 (m, 2H, -CH2-C3I<) ; 4.79 
(m, IH, >CH-) ; 6.97 (s, IH, H indole) ; 7 . 06-7 . 87 
(m, 12H, aroraatici) ; 8.64 (d, IH, H aroma tico) ; 

9.21 (d, IH, -NH-); 11.93 (s, IH, -NH- indole); 

12.28 (s, IH, -NH-) . 

Esempio 4 

Preparaziene di : Acido 2 (R) - {2- [ {lH-indol-2- 
carbonil ) amino] -benzoilamino } -3 - f enil -propionico . 
[composto 2 (formula generale I) - Tabella 1] . 

Si precede seconde guanto descritto negli esem- 
pi 1, 2 e 3, partendo dal cloridrato della D- 
fenilalanina etil estere. 

Resa: 43%; 
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Formula : CasHziNaO*. 
P.f. 271-2720C; 

TLC (AcOEt/MeOH 2:1) - Rf: 0.6I 

Potere rotatorio: [ajf= + 13.6 (c = 0.59, DMP) . 

Purezza ottica : e.e [ HPLC chirale] = 98.7%. 

Condizioni analitiche HPLC chirale: Colonna CSP- 
TE-SP-iOO 250 ram; diametro intemo 4 ram; Detector: 
DV a 254 nm; Eluente: MeOH/H20 85/15 (v/v) + 20 mM 
NH4OAC; Flusso: 1.00 ml/min; Temperatura: 230C; Tem- 
po di ritenzione: 5.6 min contro 4.0 min dell'enan- 
tiomero S. 
EBempio 5 

Preparazione di: Acido 2 (S) - {2- [ (lH-indol-2- 
carbonil) amino] -benzoilamino} -3 -fenil -propionic©, 
[coraposto 3 (formula generale I) - Tabella l] . 

Si procede secondo quanto descritto nell'e- 
sempio 4, partendo dal cloridrato della L-fenilala- 
nina etil estere. 

Resa: 50%; 

Formula : C25H21N3O4. 

P.f. 270-271<»C; 

TLC (AcOEt/MeOH 2:1) - Rf: 0.61 

Potere rotatorio: [a]^'= - 15.8 (c = 0.57, DMP); 
Purezza ottica : e.e [ HPLC chirale] > 99.5%. 
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condizioni analitiche HPLC chirale: Colonna CSpM^^^^t^^ 
TE-SP-100 250 ram; diaraetro intemo 4 mm; DetectorpI ifi 
DV a 254 nm; Eluente MeOH/H20 : 85/15 (v/v) + 20 nM^Mp o./^^^'^ 
NH4OAC; Flusso: 1.00 ml/min; Temperatura : 23«>C; Tern- '^""^^^ 
po di ritenzione: 4.0 min contro 5.6 min dell'enan- 
tiomero R. 

Tutti i conposti di formula I vengono sintetiz- 

zati impiegando la medesima procedura (vedi schema 

1) . Nella seguente tabella 1, vengono riportati al- ^ 

cuni dei compost! cosl ottenuti con alcune caratte- ^ 

ristiche chimico-f isiche che li identificano ed il ^ 

c3 

solvente di cristallizzazione, senza per questo es- ^ 

o 

si limitino in alexin modo lo spirito e lo scopo ^ 
dell' invenzione stessa. 
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DESCRIZIONE DELL' ATTIVITA' FARMACOLOGZCA 
1. Attivlt^ anticoleclstochlnlnica (anti CCK-1) in 
vitro 

Per valutare la capacita dei compost i oggetto 
dell' invenzione di interagire con il recettore CCK- 
1 sono stati eseguiti saggi di binding su acini 
pancreatici isolati di ratto, impiegando quale li- 
gando marcato la [^^^I] -BH-CCK-8 solfatata, secondo 
il procedimento descritto da Makovec P. [J. Med. 
Chem. 35, (1992), 28]. Gli acini pancreatici otte- 
nuti . dalla digestione enzimatica del pancreas di 
ratti maschi outbred del ceppo Sprague Dawley, ven- 
gono incxibati in presenza del tracciante radioatti- 
vo ed ai compost i in studio per 3 0 minuti a 37 ^C. 
Dopo aver scartato il supematante si e determinata 
la radioattivita associata al pellet con uno scin- 
tillatore liquido. II binding specif ico si e deter- 
minate come differenza tra il binding in assenza ed 
in presenza di CCK-8, I'lO"^ M. I risultati ottenuti 
sono evidenziati in tabella 2, in cui viene ripor- 
tata la IC50, ossia la concent razione (espressa in 
micromoli/litro) dell' antagonista capace di spiaz- 
zare per il 50% la [^^^I] -BH-CCK-8 dal recettore. I 
valori di IC50 riportati sono stati calcolati con 
il metodo della regressione su un set di almeno 3 
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esperienze per ogni composto studiato. 

Dai dati riportati in tabella 2 si osserva che 
molti dei composti oggetto dell' invenzione, come ad 
esempio i composti 21, 23, 25, 26, 30 e 32 sono dei 
potent i inibitori del binding della [^^^I] -BH-CCK-8 
ai recettori CCK-1 degli acini pancreatici di rat- 
to, esibendo un'affinita a livello nanomolare. 
2« Attivita anticolecistochininica (ant± CCK-2) in 
vitro 

Onde verificare I'ipotesi che i composti ogget- 
to dell' invenzione fossero degli antagonisti CCK-1 
specif ici, si § saggiata per alcuni dei composti 
piu attivi quali CCK-1 antagonisti anche I'eventua- 
le affinita per i recettori centrali della CCK di 
tipo CCK-2. A tale proposito sono stati eseguiti 
saggi di binding su cortecce cerebrali di cavia al- 
bina maschio outbred del ceppo Hartley, impiegando 
quale ligando marcato la [^^^I] -BH-CCK-8 solfatata, 
secondo il procedimento descritto da Makovec F. [J. 
Med. Chem. 35, (1992), 28], 
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Tabella 2 : Inibizioae del binding della ["'l] -BH- 
CGK-8 agll aoinl pancreatlci isolatl dl ratto. 



Compos to 


ICso 


Compos to 


XCso 


1 


0.24 


28 


0.12 


2 


0.11 


29 


0.12 


3 


7.13 


30 


0.008 


4 


0.41 


31 


0.01 


5 


0.17 


32 


0.009 


6 


0.06 


33 


0.26 


7 


0 .16 


34 


1.96 


8 


0.09 


35 


3.08 


9 


0.52 


36 


0.21 


10 


0.78 


37 


0 .17 


11 


0.16 


38 


0.01 


12 


0.37 


39 


0.02 


13 


0.27 


40 


0.24 


14 


0.28 


41 


0.20 


15 


1.41 


42 


0. 06 


16 


0.24 


43 


0.08 


17 


0.16 


44 


0.04 


18 


0.43 


45 


0.14 


19 


0.18 


46 


0.03 


20 


0.014 


47 


0.02 


21 


0.009 


48 


0.02 


22 


0.19 


49 


0.04 


23 


0.007 


50 


0.17 


24 


0.09 


51 


0.04 


25 


0.007 


52 


0 .62 


26 


0 . 009 


53 


0.03 


27 


0.03 


54 


0.11 
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L' incubazione delle membrane cerebral! assieme 
al tracciante radioattivo ed ai compost! !n stud!o 
e stata effettuata su piastre mult!-pozzetto per 
120 m!nut! a 25®C. Ogn! pozzetto conteneva membrane 
corrlspondent! a circa 0.5 mg di proteine/ml e 25 
pM di ligando marcato in xin volume totale di 250 
microlitri. II binding specif ico si e determinate 
come differenza tra 11 binding in assenza ed in 
presenza di CCK-8, 1*10"^ M. Al termine dell' incuba- 
zione viene eseguita una rapida filtrazione della 
piastra sotto vuoto e si misura la radioattivit^ 
del singoli filtri estratti dai pozzetti con un 
contatore di y^^^^issione . I risultati ottenuti sono 
evidenziati in tabella 3, in cui vengono riportati 
i composti saggiati, le IC50 calcolate con il meto- 
do della regressione su un set di almeno 3 espe- 
rienze per ogni compos to studiato ed un indice ri- 
cavato dal rapporto delle affinita ottenute per i 
due tipi di recettore CCK-2 e CCK-1. 
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Tabella 3:Iniblzione del binding della [^^^X] -BH- 
CCK-8 alle membrane cortical! di oavia. 



Composto 


ICso 


Rapporto 


Composto 


ICso 


Rapporto 




(mlor oinoll / 11 1 ro ) 


ICso CCK ~ 2 




(mloromoli/ lltro) 


/C50 CCK - 2 






/C3oCcs:-ie) 








6 


10.6 


176,6 


31 


3.4 


340 


20 


2.22 


158.6 


32 


5.68 


631.1 


21 


3.8 


422.2 


38 


> 30 


> 3000 


23 


10.8 


1542.9 


39 


> 30 


> 1500 


25 


> 30 


> 4286 


41 


27.4 


137 


26 


5.15 


572.2 


46 


2.67 


89 


30 


3 .5 


437,5 


47 


14.8 


740 
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Dai risultati riportati in tabella 3 emerge che 
i compost i in oggetto legano debolmente il recetto- 
re centrale CCK-2 essendo le loro affinity in media 
comprese per questo recettore dalle 100 alle 1000 
volte inferiori rispetto quelle dimostrate per i 
recettori di tipo CCK-1. Confrontando questi valori 
di affinita con quelli ottenuti per i recettori 
CCK-1 precedentemente riportati in tabella 2 si puS 
affermare che i coraposti in oggetto sono dei ligan- 
di potent i e specif ici per il recettore CCK-1. 

Per verificare I'ipotesi che i composti in og- 
getto fossero degli antagonisti CCK-1 specif ici e 
non degli agonisti si e saggiata per alciini dei 
composti piu attivi ' illustrati in tabella 2 I'atti- 
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vita CCK-l antagonista su un modello ftinzionale. 
Come modello sperimentale si S utilizzato la cisti- 
fellea di cavia stimolata in vitro da CCK-8 secondo 
il metodo descritto da Makovec et al. [Arzneim. 
Forsch. Drug Res. 35 (7), 1048 (1985) 3 • I risultati 
cosi ottenuti sono illustrati nella seguente Tabel- 
la 4 in cui vengono riportati i valor i di IC50 (mo- 
li/litro) . 

Le IC50 riportate in Tabella 4 rappresentano per 
ogni composto la media di almeno 2 esperimenti se- 
parati, ognuno con un numero di 6-8 concentrazioni . 

Tabella 4: Znibizione della oontrazlone di ciatifellea di cavia in 

vitro indobtia da CCK-8 (5 ng/ml) 
Composto IC50 (moli/litro) Composto IC50 (moli/litro) 

20 3 .5x10"® 25 0.8x10'® 

21 2.0x10-® 26 4.3x10"® 
23 1.5x10"® 30 3.0x10"® 

Dai dati riportati in tsJoella si evince come 
alcuni dei composti oggetto dell' invenzione sono 
dotati di una potente attivita antagonista verso la 
CCK anche in un modello funzionale. 

Inoltre nessuno dei prodotti testati presentava 
delle proprieta agoniste apprezzabili fino alia 
concentrazione massima testata (IxlO'^M) * 
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RIVENDICAZIONI 
!• Composti Che possono essere rappresentati dalla 
seguente formula generale (I) sot to indicata ed in 
cui: 




(I) 



n d un niimero intero compreso tra 0 e 7; 
Ri e scelto indipendentemente tra i gruppi: 




in cui Xi ^ scelto indipendentemente tra O, NR2 
ed X2 ^ un gruppo scelto indipendentemente tra: H, 
C1-C4 alchile lineare o ramificato, F, CI, CP3, 
OCH3, OC2H5, CaST; 

R2 & scelto indipendentemente tra H oppure CH3; 

R3 g scelto indipendentemente tra H, CH3, F, Cl, 

CF3, OCH3; 

R4 e scelto indipendentemente tra i gruppi: H, -S- 
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(CH2)m-R5, -SO2- {CH2)in-R5 (n diverse da 0) in cui m S 
un nuraero intero compreso tra 0 e 2, un gruppo al- 
chilico ramificato formato da 3 a 6 atomi di carbo- 
nio, un cicloalchile formato da 3 a 10 atomi di 
carbonio, un cicloalchenile formato da 4 a 6 atomi 
di carbonio, il gruppo 1 o 2- adamant ilico, un grup- 
po fenilico semplice oppure mono o bi-sostituito, 
in cui i sostituenti possono essere scelti indipen- 
dentemente tra alogeni, un gnippo alchilico lineare 
formato da 1 a 3 atomi di carbonio, un gruppo al- 
chilico ramificato formato da 3 a 6 atomi di carbo- 
nio, un gruppo alcossilico formato da 1 a 3 atomi 
di carbonio, -NO2, -CP3, -CN; 

Rs S seel to tra i gruppi: H, un gruppo alchilico 
lineare formato da 1 a 3 atomi di carbonio, un 
gruppo alchilico raunificato formato da 3 a 6 atomi 
di carbonio, un cicloalchile formato da 3 fino 10 
atomi di carbonio, il gruppo 1 o 2 -adamant ilico, un 
gruppo fenilico semplice oppure mono o bi- 
sostituito, in cui i sostituenti possono essere 
scelti indipendentemente tra alogeni, un gruppo al- 
chilico lineare formato da 1 a 3 atomi di carbonio, 
un gruppo alchilico ramificato formato da 3 a 6 
atomi di carbonio, un gruppo alcossilico formato da 
1 a 3 atomi di carbonio, -NO2/ -CF3, -CN, La ste- 
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reochimica del centro chirale, evidenziato con un 
asterisco (*) nella formula (I) pu6 essere R (Rec- 
tus) , racemica [R (Rectus), S (Sinister)] oppure S 
(Sinister) • 

2. Composti secondo la rivendicazione 1 di formula 
generale (I) , semplici o salificati, in cui Ri g il 
gruppo 2-indolil semplice o indipendentemente so- 

stituito in posizione 1 con il gruppo metile ed in ^ 

CO 

posizione 5 con il gruppo fluoro, R2 ed R3 sono H, 

uu 

n e 1 oppure 2, R4 e il gruppo fenile semplice o ^ 
sostituito con i gruppi metile, fluoro o metossi e ^ 
la stereochimica del centro chiralico asteriscato 
con (*) in (I) ^ R (Rectus) , oppure RS (racemo) . 

3 . Preparato f armaceutico comprendente come so- 
stanza attiva alraeno ixno dei composti secondo la 
rivendicazione 1 o un loro sale f armaceuticamente 
accettabile. 

4. Preparato f armaceutico secondo la rivendicazio- 
ne 3 per I'impiego nella terapia di forme patologi- 
che dell' apparato gastrointestinale quali pancrea- 
titi, coliche biliari, reflusso gastro-esof ageo 
(GBRD) , sindrome del colon irritabile (IBS) , di- 
spepsia non ulcerosa. 

5. Preparato f armaceutico secondo la rivendicazio- 
ne 3 per I'impiego nella terapia delle affezioni 



i 
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txunorali sostenute dalla CCK ed altri polipeptidi 
bioattivi ad essa correlati. 

6. Preparato f armaceutico secondo la rivendicazio- 
ne 3 per il trattaitiento di situazioni patologiche 
del SNC legati a scompensi del livelli fisiologici 
neuronal! della CCK o di altri polipeptidi bioatti- 
vi ad essa correlati, quali ad esempio ansia, at- 
tacchi di panico, psicosi, depressione, anoressia 
etc. o ad altra cause correlate al meccanismo 
d'azione dei composti secondo la rivendicazione 1. 

7. Preparato f armaceutico secondo la rivendicazio- 
ne 3 comprendente inoltre ingredienti inattivi far- 
maceuticamente accettabili, scelti dal gruppo che 
consiste di veicoli, leganti, aromatizzanti , di- 
sgreganti, conservanti, umettanti e miscele di que- 
sti, o ingredienti che facilitano 1' assorbimento 
transdennico o che permettano il rilascio control- 
lato nel tempo della sostanza attiva. 

8. Procedimento per la preparazione di un derivato 
di formula generale (I) in cui Ri, R2 R3/ R4 ed n 
hanno il signif icato riportato nella rivendicazione 
1 ed in cui i sostituenti sul centre chiralico 
asteriscato con (*) hanno la conf igurazione R, S, 
oppure (R,S) (racemo) , che comprende le operazioni 
di: 




a) Far reagire in rapporto stechiometrico il clo- 
ridrato dell'estere etilico degli aminoacidi di 
formula (V) in cui n ed R4 hanno il significato so- 
pra indicate ed aventi il centro chirale nella con- 
figurazione desiderata, con I'anidride isatoica di 
formula (IV) 




R3 



opportunamente sostituita con R2 ed R3, in cui R2 ed 
R3 hanno il significato sopra riportato, in presen- 
za di una amina terziaria quale ad esempio trieti- 
lamina, in un solvent e inerte e ad una temperatura 
compresa tra i +10 ^ e la temperatura di ebollizione 
del solvente, per dare gli N-antranoil- aminoacidi 
etilesteri di formula (III) . 




(III) 



b) Far reagire i 4erivati antranilici di formula 
(III) , in cui n, R2, R3 ed R4 hanno il significato 
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riportato sopra, con una quantity equivalente di vm 
cloruro acilico di formula Ri-COCl, in cui Ri ha il 
significato sopra riportato, pref eribilmente in pi- 
ridina ed ad lina teraperatura compresa tra i 0® ed i 
+30^ e recuperare dalla miscela di reazione gli 
acil-derivati di formula (II). 




c). Idrolizzare gli esteri di formula (II) , in cui 
n, Ri, R2, R3 ed R4 hanno il significato riportato 
sopra, in un solvente inerte (quale ad esempio te- 
traidrofurano) , con una soluzione acquosa di una 
base inorganica forte (come I'idrossido di litio) , 
per un periodo di tempo compreso tra 4 e 48 ore. 
Dopo evaporazione del solvente ed acidif icazione, 
recuperare dalla massa di reazione i derivati 
dell'acido antranilico di formula (I) 




(I). 
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• . . . ...... • 



in cui n, Ri, R2, R3 ed R4 hanno il significato so- 
pra riportato e con il centro chirale nella confi- 
gurazione desiderata. I composti finali di formula 
(I) vengono isolati come tali oppure come sali far- 
maceuticamente accettabili e purificati con metodi 
convenzionali . 




- 34 - 



This Page is Inserted by IFW Indexing and Scanning 
Operations and is not part of the Official Record 

BEST AVAILABLE IMAGES 

Defective images within this document are accurate representations of the original 
documents submitted by the applicant. 

Defects in the images include but are not limited to the items checked: 

□ BLACK BORDERS 

□TlMAGE CUT OFF AT TOP, BOTTOM OR SIDES 

□ FADED TEXT OR DRAWING 
□iBLURRED OR ILLEGIBLE TEXT OR DRAWING 
□'^KEWED/SLANTED IMAGES 

□ COLOR OR BLACK AND WHITE PHOTOGRAPHS 

□ GRAY SCALE DOCUMENTS 

□ LINES OR MARKS ON ORIGINAL DOCUMENT 

□ REFERENCE(S) OR EXHIBIT(S) SUBMITTED ARE POOR QUALITY 

□ OTHER: 

IMAGES ARE BEST AVAILABLE COPY. 
As rescanning these documents will not correct the image 
problems checked, please do not report these problems to 
the IFW Image Problem Mailbox. 



